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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft einen monokJonalen, gegen Megakaryozyten gerichteten AntikOrper. 
Derartige AntikOrper sind inzwischen allgemein bekannt, sie sind gegen Megakaryozyten-spezifische Antigene 
5 gerichtet. 

Megakaryozyten sind auBergewOhnlich groBe Zellen mrt einem Durchmesser von bis zu 60 |im, die sich im 
menschlichen Knochenmark befinden. 

In einem als Hamatopoese Oder BlutbikJung bezeichneten ProzeB gehen Megakaryozyten, ebenso wie Lymphozy- 
ten, Monozyten und Erythrozyten. aus pluripotenten Stammzellen hervor. Megakaryozyten gehOren der myeloischen 

w Reihe der Hamatopoese an. Sie differenzieren sich aus einer fur alle myeloischen Zellen gemeinsamen Vorlauferzelle, 
der sogenannten CFU-GEMM (colony forming unit: granulocytes, erythrocytes, monocytes, megakaryocytes) . Zur Bil- 
dung der verschiedenen ausdifferenzierten Effektorzellen durchlaufen die myeloischen Stammzellen jeweils spezifi- 
sche Differenzierungsprogramme. 

Die Hamatopoese aller Zellen der myeloischen und lymphatischen Reihe findet im Knochenmark statt. Bis auf die 

is Megakaryozyten wandern jedoch alle ausdifferenzierten myeloischen Zellen aus dem Knochenmark ins Blut ab. 

Die im Knochenmark verbleibenden Megakaryozyten entwickeln Auslaufer, die direkt in die BlutgefaSe des Kno- 
ch en marks hineinragen. Von diesen Auslaufern werden die Thrombozyten, auch Blutplattchen genanrrt, abgegeben 
und von dort aus im gesamten Blutsystem verteilt. Die Thrombozyten stellen somitdie letzte Differenzierungsstufe der 
Megakaryozyten dar. Sie sind jedoch keine Zellen im eigerrtlichen Sinne, sondern lediglich Zellfragmente. Die physio- 

20 logische Aufgabe der Thrombozyten ist das Starten der Blutgerinnungskaskade. 

Die Unterscheidung der verschiedenen Zelltypen in Knochenmark und Blut sowie der en Zuordnung in verschie- 
dene Differenzierungsstadien spielt im Klinikalltag eine wesentliche Rolla So ist es bspw. zur Diagnose von Blutbil- 
dungsstorungen notwendig, die Zellzahl jedes spezifischen Zelltyps und mOglichst auch das jeweilige 
Differenzierungsstadium zu erfassen. 

25 DarQber hinaus ist die Untersuchung der Blut- und Blutvorlauf erzell en im Knochenmark bei der Diagnose von 
Leukamien wichtig, Anzahl, Art und Stadium der Zellen werden zur Massif izierung oder Zuordnung des Leukamietyps 
sowie zur Entscheidung Qber eine angemessene Therapie herangezogen. Dabei richtet sich die Zuordnung von Leuk- 
amien einerseits nach dem Minischen Verlauf der Krankhert und andererseits nach dem Reifegrad und der Abstam- 
mung der patfiologisch veranderten Leukozyten. Dazu ist es jedoch notwendig, Zelftyp und Status sowohl der 

30 gesunden als auch der entarteten, in einer Patientenprobe enthaltenen Zellen zu erfassen. 

Bisher erfolgen diese Analysen entweder im Mikroskop an hand der Morphotogie der Zellen, nach Anfarbung mrt 
klassischen Farbemethoden, bspw. der Pappenheim-Farbung, und durch manuelles Auszahlen. Modemere Verfahren 
zur Auswertung von Knochenmarksbiopsien oder Blutproben verwenden AntikOrper, die spezifische Antigene als Mar- 
ker fur bestimmte Zelltypen und -stadien erkennen. Die AntikOrper kOnnen dann in Standardverfahren wie dem ELISA 

35 (Enyzme linked immunosorbent assay) oder der DurchfluBzytometrie (FACS- Analyse, fluorescence activated cell sor- 
ting) automatisiert nachgewiesen werden. 

Die wesentlichste Voraussetzung zur Anwendung derartiger Verfahren ist es, geeignete AntikOrper zur Hand zu 
haben, die eine hohe Sensrtivrtat und vor allem Spezrfitat fur die verschiedenen Zelltypen und -stadien aufweisen und 
die daruber hinaus in groBen Mengen zur Verfugung stehen. 

ao Ein Problem bei der Analyse von Knochenmarks- und Blutzellen stellen die Megakaryozyten und vor allem ihre 
"Ableger", die Thrombozyten, dar. Es sind verschiedene AntikOrper bekannt, die gegen Megakaryozyten-spezifische 
Antigene gerichtet sind, wie eingangs berefts erwahnt wurde. Diese AntikOrper erkennen jedoch alle zusatzlich auch 
Thrombozyten, so daB mit diesen AntikOrpern eine Unterscheidung von Megakaryozyten und Thrombozyten nicht 
mOglich ist 

45 Ein werteres Problem ergibt sich dadurch, daB sich Thrombozyten auch an and ere Blutzellen oder Vorlauferzellen, 
vor allem an Monozyten, anlagern. So werden Monozyten falschlich als Megakaryozyten oder Thrombozyten identifi- 
ziert, und sowohl die Monozyten- als auch die Megakaryozytenanalyse liefert falsche Ergebnisse. 

Vor diesem Hintergrund ist es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, einen AntikOrper bereitzustellen, der spezifisch 
Megakaryozyten erkenrrt, nicht jedoch an Thrombozyten bindet, und der in praktJsch unbegrenzter Menge zur VerfO- 

50 gung stent 

Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung eines monoklonalen, gegen Megakaryozyten gerichteten ArrtikOrpers 
gelOst, der nicht mit Thrombozyten reagiert 

Ein solcher monoWonaler AntikOrper wird von Hybridomzellen produziert und freigesetzt, die unter der Nr. DSM 
ACC2297 am 12.02.1997 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkutturen GmbH (DSMZ) hinter- 
55 legt sind. Er ist mit der Bezeichnung 97A6 benannt 

Mit dem erf indungsgemaBen AntikOrper wurde erstmals ein monoWonaler AntikOrper bereitgestellt, der standardi- 
siert reproduzierbar ist und somit potentiell unbegrenzt hergesteltt werden kann, und der ausschlieBlich Megakaryozy- 
ten, nicht aber Thrombozyten erkenrrt. 
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Mit dem erfindungsgemaBen Antikorper ist nunmehr eine uber die bisherigen Moglichkeiten hinausgehende Ana- 
lyse von Knochenmarks- und Blutproben durchfuhrbar. Wahrend der Untersuchungen, die zur Errtwickrung des 
erfindungsgemaBen AntikOrpers fuhrten, wurde namlich uberraschenderweise festgestellt, daB der AntikOrper 97A6 
nicht mit peripheren Blutzellen. also Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten, Erythrozyten und Thrombozyten rea- 
5 giert, sondern selektiv eine Heine Population von Knochemarkszellen erkennt, die die Megakaryozyten-spezrfischen 
Marker CD41 und CD61 exprimieren. 

Daruber hinaus wurde festgestellt, daB die von dem AntikOrper 97A6 erkannten Zellen nicht das Stammzell-spezi- 
fische Antigen CD34 exprimieren. Dies bedeutet, daB der AntikOrper weder die fOr alle Zellen der myeloischen Reihe 
spezrfischen Vorlauferzellen, noch die aus reifen Megakaryozyten hervorgehenden Thrombozyten erkennt. 
10 Der AntikOrper stellt somrt ein bisher einzigartiges Nachweismfttel zur zell- und stadienspezifischen Identrfizierung 
von Knochenmarks- und Blutzellen dar. 

Daruber hinaus bietet der erfindungsgemaBe AntikOrper nun die MOglichkeit, bei der Auswertung von Knochen- 
marksbiopsien und Blutbildern eine eindeutige Unterscheidung von Megakaryozyten einerseits und Thrombozyten und 
Monozyten andererserrs zu erlauben, urn damit die Diagnose von BlutbildungsstOrungen und Tumor en, insbesondere 
is Leukamien, zu erleichtern. 

Die Erfindung betrrfft ferner Hybridomzellen, die einen monoklonalen AntikOrper gegen Megakaryozyten erzeugen. 
Sie umfaBt insbesondere die Hybridomzellen, die unter der Nr. DSM ACC2297 bei der Deutschen Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) hinterlegt sind und den AntikOrper mit der Bezeichnung 97A6 produ- 
zieren. 

20 Hybridomzellen, die einen spezifisch gegen Megakaryozyten gerichteten AntikOrper synthetisieren und freisetzen, 
der nicht an Thrombozyten bindet, werden durch ein Verfahren hergestellt, das die im Stand der Technik grundsatzlich 
gelauf igen Schritte umfaBt, wie sie bspw. von Buhrung et al. in Hybridoma 1 991 , Band 1 0, Nr. 1 , S. 77-78 beschrieben 
wurden: 

25 a) Immunisierung Oder Sensibilisierung eines Tieres, vorzugsweise einer Maus vom Balb/c-Stamm, mit dem Anti- 
gen bzw. Immunogen; 

b) Gewinnung der antikOrperproduzierenden Zellen, vorzugsweise der Milz lymphozyten dieses Tieres; 

so c) Fusionierung dieser antikOrperproduzierenden Zellen mit einer stabilen, immortalisierten Zellinie, vorzugsweise 
einer Myelomzellinie, zu Hybridomzellen; und 

d) Vereinzelung und Verm eh rung (Klonierung) solcher Hybridomzellen, die einen AntikOrper sezemieren, der an 
das Antigen bindet. 

35 

Dabei wird das Her mit Zellen der erythro-/megakarycblasrjschen Zellinie UT-7 immunisiert. 

Wenn Hybridomzellen gesucht werden, die Knochenmarkszellspezrfische Antikorper produzieren, so ist es bei 
dem Screening der Hybridomzellen vorteilhaft, wenn solche Kybridomzellen ausgewahrt werden, die Antikorper mit 
einer Spezifrtat fOr Knochenmarkszellen produzieren, wobei es femer vorteilhaft ist, wenn nur solche Hybridomzellen 
40 auf die Spezifrtat der von ihnen produzierten AntikOrper mit Knochenmarkszellen get est et werden, bei den en zuvor 
nachgewiesen wurde, daB diese AntikOrper eine schwache oder bevorzugt eine negatrv Reaktion mft peripheren Blut- 
zellen zeigen. 

Bei diesem Screening-Schema ist vorteilhaft, daB bereits im erst en Schrrtt solche antikOrperproduzierenden Hybri- 
domzellen ausgesondert werden, die mft peripheren Blutzellen kreuz-reagieren, und somft auf schnelle und einfache 
45 Art und Weise arttikorperproduzierende Hybridomzellen selektioniert werden, die an Knochenmarkszell-spezifische 
Arrtigene bind en. 

Die Erfindung betrrfft auch die Verwendung eines spezifisch en gegen Megakaryozyten gerichteten AntikOrpers zur 
Analyse der Hamatopoese. 

Wie oben erwahnt, ist es mit Hirfe des erfindungsgemaBen Antikorpers nunmehr moglich, Megakaryozyten von 
so myeloischen Stammzellen und Thrombozyten zu unterscheiden und damit einen spezrfischen Weg der Hamatopoese 
zu untersuchen. Die Verwendung des erfindungsgemaBen AntikOrpers ist nicht nur fur den Fbrscher interessant, der 
die Drfferenzierungsprozesse der Megakaryozytenentstehung untersucht. Diese Anwendung des erfindungsgemaBen 
AntikOrpers spielt auch im Minischen Diagnoselabor eine Rolle, wenn anhand von zellularem Material eines an einer 
BlutbiUungsstOrung leidenden Patient en festgestellt werden muB. welcher Zelltyp bzw. welcher Schritt der Hamato- 
55 poese bei ihm gestOrt ist 

In einer bevorzugten Ausgestaltung wird der erfindungsgemaBe Antikorper dazu verwendet, die zellulare 
Zusammensetzung von Patient enproben, insbesondere von Knochenmarksbiopsien und/oder Blutproben zu analysie- 
ren. Dabei dient der erfindungsgemaBe AntikOrper dem Nachweis von Megakaryozyten, die auch dann spezifisch 
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erkanrrt wenden, wenn ein hoher Hintergrund von Thrombozyten in der Probe errthatten ist. 

Dem in vielen Kliniken und Laboratorien eingesetzten Routineverfahren zur Bestimmung der zellularen 
Zusammensetzung in Patientenproben mit Hirfe von ELISA- Oder FACS-Geraten wird somit ein AntikOrper mit bisher 
noch nicht erreichter SpeztfHat zur Verfugung gestellt. 

5 In einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung wird der erf indungsgemaBe AntikOrper zur Bestimmung des Dtfferen- 
zierungsstadiums von Megakaryozyten eingesetzt, da er keine Kreuzreaktivitat mit Stammzellen oder Thrombozyten 
aufweist Dies ist besonders dann von Vorteil, wenn bei BlutbildungsstOrungen eine Storung in der Megakaryozyten- 
entwicMung vorliegt. Durch Zellstadienanalyse der im Knochenmark des Patienten enthaltenen Megakaryozyten-Vor- 
lauferzellen und Vergleich mit dem Zustand dieser Zellen bei gesunden Menschen kann festgestellt werden, welche 

10 Zellen eines definierten Stadiums dem Patienten fehlen. Daraus kann dann geschlossen werden, in welcher Phase der 
Megakaryozytenentstehung die Storung vorliegt und ggf. eine geeignete Therapie eingeleitet werden. Dabei ist bspw. 
an Transplantation von Knochenmarkszellen gesunder Spender zu denken. Wenn die den Storungen zugrundelieg en- 
den defekten Gene einmal aufgeWart sind. konnen solche Storungen auch gerrtherapeufech durch Entnahme der kflr- 
pereigenen Knochenmarkszellen des Patienten, in vHro-Transfektion der Zellen mit einem geeigneten Genabschnitt, 

is Expansion der transfizierten Zellen und nachfolgender Reimplantation therapiert werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrung wird der AntikOrper zur diagnostischen Einordnung von Tumoren, insbesondere 
von Leukamien, verwendet. 

Die Diagnose und Klassifizierung von Leukamien erfolgt anhand von Knochenmarksbiopsien oder Blutproben. So 
wird bspw. bei einer Auspragungsform der Leukamie, der chronisch-myeloischen Leukamie (Abkflrzung CML) anhand 
so von Knochemarksuntersuchungen der Status aller myeloischen Zellen, also der Granulozyten, Monozyten, Erythrozy- 
ten und Megakaryozyten analysed. Der erf indungsgemaBe AntikOrper hat den Vorteil, hier die eindeutige Identifizie- 
rung der Megakaryozyten zu erlauben. 

Um die diagnostische Applikation des erfindungsgemaBen Antikorperszu erleichtem, kann der Antikorper mit ent- 
sprechend geeigneten HiHssubstanzen in einer pharmazeutischen Zubereitung vermischt sein. Die Erfindung betrifft 
25 deshalb auch ein pharmazeutisches Mittel zur diagnostischen Verwendung, das einen erfindungsgemaBen, Megaka- 
ryozyten-spezifischen AntikOrper enthatt. Vorzugsweise enthalt dieses pharmazeutische Mittel einen AntikOrper, wie er 
von den urtter der Nr. DSM ACC2297 bei der Deutschen Samrrdung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH. 
DMSZ, hinterlegten Hybridomzellen produziert und freigesetzt wird. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrung des pharmazeutischen Mittels ist der erfindungsgemaBe AntikOrper 
30 mrt einem Marker, insbesondere mit einem Fluoreszenzmarker, verbunden. 

Hierbei ist vorteilhaft, daB der Antikorper dann mit hoher Sensrtivrtat nachgewiesen werden kann, weshab nur 
kJeine Mengen des pharmazeutischen Mittels zur Diagnose eingesetzt werden mussen. AuBerdem ist bei Verwendung 
eines solchen pharmazeutischen Mittels die Diagnose mit Hirfe von automatisierten ELISA-Geraten und DurchfluBzy- 
tometern mOglich. 

35 DarQber hinaus betrifft die Erfindung auch ein Verfahren zur Analyse der zellularen Zusammensetzung einer Pati- 
entenprobe, mit den Schritten: 

a) Inkubation der Patientenprobe mit einem pharmazeutischen Mittel, in dem ein mit einem Marker verbundener, 
erfindungsgemaBer AntikOrper enthatten ist; und 

40 

b) Nachweis des Markers, vorzugsweise durch ELISA- oder FACS-Analyse. 

Dieses Verfahren hat den Vorteil, daB damrt die Bestimmung von Zellen in Patientenproben hochspezif isch, sensi- 
tiv und schnell erfolgt und in automatisierter Form durchfuhrbar ist 
45 Weitere Vorteile ergeben sich a us der nachstehenden Beschreibung. 

Es versteht sich, daB die vorstehend genannten und die nachstehend noch zu erlauternden Merkmale nicht nur in 
der jeweils angegebenen Kombination, sondem auch in anderen Kombinationen oder in Alleinstellung verwendbar 
sind, ohne den Rahmen der vorliegenden Erfindung zu verlassen. 

Die Erfindung wird im folgenden anhand von Anwendungs- und AusfQhrungsbeispielen unter Heranziehung der 
so Rguren naher eriautert. Es zeigen: 

Fig. 1 ein Diagramm, in dem die Bindung des ArrtikOrpers 97A6 an in vitro kuftrvierte und differenzierte CD34 + - 
Knochenmarkszellen bei einer Kuttivierungsdauer von 0, 3, 7 und 12 Tagen dargestelft ist; 

55 Fig. 2 sieben Histogramme aus durchfluBzytometrischen Untersuchungen Qber die Expression von sieben ver- 
schiedenen Zelloberf lachenstrukturen der Zellinie UT-7; und 

Rg. 3 Histogramme der durchfluBzytometrischen Untersuchungen der gleichen sieben Oberf lachenstrukturen wie 
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in Fig. 2, die jedoch mit einer Sublinie von UT-7 mit hoher Expression des 97A6 Antigens erhalten wurden. 
Beisoiel 1: Herstellung und Charakterisierung monoWonaler Megakaryozyten-spezrfischer ArttikOrper 

5 Als Antigen werden Zellen der erythro-Anegakaryoblastischen Zellinie UT-7 verwendet (Komatsu N. et at. Esta- 
blishment of a human leukemic cell line with megakaryocytic features: Dependency on granulocyte- macrophage 
colony-stimulating factor, irtterleukin-3, or erythropoetin for growth and survival, Cancer Res. 1991 ; 51 : 341-348). 

Acht Wochen alte Balb/c-Mause werden zweimal in Intervallen von zehn Tagen intraperintoneal mit 10 7 Zellen der 
Zellinie UT-7 imf lunisiert Vier Tage vor der Fusion werden 5 x 10 s Zellen direkt in die Milz appliziert. urn die Immunant- 

io wort zu verstarken. 

Die Arrb'korper-Bildung im Mausorganismus wird dadurch uberpruft, daB das Blutserum des betreffenden Tieres in 
dem dem Fachmann gelaufigen ELISA-Test auf Bindungseigenschaften mit dem Antigen untersucftt wird. 

Nach ca. drei Wochen werden die Lymphozyten des erfokjreich immunisierten Tieres gewonnen, indem die Milz 
herausoperiert und zu einer Zellsuspension zerkteinert wird. 

15 Die suspendierten Milzzellen werden in Anwesenheit von Polyethylenglykol mit Myelomzellen des bekannten 
Stammes SP2A) fusionieri Die Fustonskultur wird in Hypoxanthin-. Arrdnopterin- und Thymidin-(HAT-)haltjgem 
Medium, hier in HAT-RPMI-1640, kultiviert. in dem sich nur hybrkJe Zellen vermehren kOnnen, da diese sowohl die 
Eigenschaften der Myelomzellen zur unbegrenzten Teilungsfahigkeit als auch die Eigenschaft der antikOrperproduzie- 
renden Lymphozyten zum Wachstum in HAT-haltigem Medium haben. 

20 Nach der Fusion werden die Zellen in Mikrotiterplatten ausplattiert und bei 37°C und 5 % CO z inkubiert 

Die Kulturuberstande werden nach 10 bis 14 Tagen auf der Zellinie UT-7 im Durchf lu Bzytometer gescreent In 
einem zweiten Schritt werden die Uberstande auf Reaktivrtal mit peripheren Blutzellen getestet, urn solche Hybridom- 
zellen auszusondern. die ArttikOrper produzieren, die keine selektiven Knochenmarkszellantigene exprimieren. Uber- 
stande, die eine negative oder schwache Reaktion mit peripheren Blutzellen zeigen, werden anschlieBend auf 

25 Reaktivitat mit Knochenmarkszellen getestet. Hybridome, die ArttikOrper mit Spezifitat for Knochenmarkszellen produ- 
zieren. werden ausgewahtt und nach dem bekannten Grenzverdunnungsverfahren vereinzeit und kultiviert d.h. Wo- 
niert. 

Bei dieser Screening-Strategie wird Nutzen aus der Tatsache gezogen, daB Megakaryozyten ausschlieBlich im 
Knochenmark, nicht jedoch im Blut vorkommen. 
30 Posithr reagierende Hybridomzelikulturen werden wetter kultiviert, die Antikorper angereichert, gereinigt und cha- 
rakterisiert 

Nach der obigen Screening-Strategie wurde der monoklonale Antikorper 97A6 erhalten. Der Isotyp wurde Qber PE- 
konjugierte Anti- Isotyp-spezif ische Antiseren durch direkte Immurtfluoreszenz zu lgG1 bestimmt 

Die Produktion, Reinigung und Charakterisierung der Antikorper erfolgte mit den in Fachkretsen allgemein bekann- 
35 ten Methoden. Der ArttikOrper 97A6, der von den unter der Nr. DSM ACC2297 bei der Deutschen Sammlung von Mikro- 
organismen und Zellkulturen GmbH, DSMZ, hinteriegten Hybridomzellen erzeugt wird, weist die fokjenden 
charakteristJschen Merkmale auf: 

Immunglobulinklasse: lgG1 
40 spezifische Bindungsaffinitat an: Megakaryozyten, keine Kreuzreaktion mit Thrombozyten 

Beispiel 2: Screening von etablierten Zellinien und primaren Zellen auf Erkennung durch den Antikorper 97A6 

Urn die Spezifitat des Antikorpers 97A6 zu untersuchen, wurden insgesamt 48 verschiedene etablierte Zellinien 
45 auf ihre Reaktivitat mit dem ArttikOrper 97 A6 hin analysiert. Die Ergebnisse sind urrten in Tabelle 1 aufgelistet. 

Die Abstammung sowie die entscheidenen Eigenschaften jeder einzelnen Zellinie war en bekannt, so daB dieses 
Experiment nicht nur die Spezifitat des Antikorpers beleuchtet, sondem auch AufschluB Qber die Expression des bisher 
noch nicht charakterisierten 97A6-Arrb"gens gibt. 

Daruber hinaus wurde die Erkennung primarer Blutzellen durch den Antikorper 97A6 getestet namlich alter der 
so myeloischen Reihe angehOrenden reifen Blutzellen. Die Ergebnisse sind unten in Tabelle 2 aufgelistet 

Die Reaktion der Zellen mit dem ArttikOrper 97A6 wurde im DurchfluBzytometer (FACS-Gerat) gemessen. 
In Tabelle 1 ist die Reaktion des Antikorpers 97A6 mit Zellinien, in Tabelle 2 die Reaktion mit primaren Zellen auf- 
gefuhrt. 

55 
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Tabelle 1: Reaktion des Antikdrpers 97A6 tnit verschiedenen 
Zellinien 



Zellinie 


Art der 
Zellinie 


Eigenschaf t 
der Zellinie 


Erkennung 
durch 97A6 




lumurzcxiinic 


Q yi i e ^ 1^ a 7 i w ^rri 

DiuStJvarzinoiu 
(epithelial) 






i umoirze x ± lnie 


oruscmrzinuui 




MCF-7 


Tumorzellinie 


Brus tkar z inon 


- 


NCI-H128 


Tumorzellinie 


SCLC (Small 
Cell Lungen- 

Ki eJJS } 


— 


NCI-H69 


Tumorzellinie 


SCLC (Small 
Cell Lungen - 
krebs) 


- 


SK-MES 


Tiimnr7P 1 1 i n i o 

* UlllW^ 4lC^X JillaLC 


U UliM CI UVQ L A* XllWlll 

(squamous) 




Calu 1 


Tumorzellinie 


Lungenkarzinom 
(epidermoid) 




Calu 3 


Tumorzellinie 


Lungenkarzinom 
(adeno) 




Calu 6 


Tumorzellinie 


Lungenkar z inom 
(adeno) 




SK-LU1 


Tumorzellinie 


Lungenkar z inom 
(adeno) 
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Zellinie 


Art der 
Zellinie 


Eigenschaft 
der Zellinie 


Erkennung 
durch 97A6 




HE LA 


Tumorzellinie 


Cervixkarzinom 
(enithelial) 




10 


5637 


Tumorzellinie 


Blasenkarzinom 
(epithelial- 


- 


15 


IMR-32 


Tiimnr? r 1 1 i ni ^ 

x ivj ±. *• c J. x luxe 


\JU 0 w 111 

(Fibroblasten- 
und Neuro- 
blasten-ahnlich) 






TE-671 


Tumorzellinie 


Medulloblastom 

(epithelial- 

ahnlich) 


- 


20 


A172 


Tumorzellinie 


Glioblastom 






U138 


Tumorzellinie 


Glioblastom 






U373 


Tumorzellinie 


Glioblastom 




25 


A431 


Tumorzellinie 


Epidermales 
Karzinom 




30 


MKPL1 


leukamische 

Zellinie: 

erythro- 

blascisch/ 

megakaryozy- 

tisch 


megakaryo - 
blastische 
Leukamie 


+ 


35 


KU. 812 


leukamische 

Zellinie: 

erythro- 

blastisch/ 

megakaryozy- 

tisch 


megakaryo - 

zytische/ 

basophile 

Leukamie, 

Ph+*(CML)" 


+ 


AO 
45 


OT-7 


leukamische 

Zellinie : 

erythro- 

blastisch/ 

megakaryozy- 

tisch 


e ry thro - /mega - 

karyozytische 

Leukamie 


+ 


50 


TF-1 


leukamische 
Zellinie : 
erythro- 
blastisch/ 
megakaryo zy - 
tisch 


erythro- /mega- 

karyozytische 

Leukamie 
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Zellinie 


Art der 
Zellinie 


aigenscnacu 
der Zellinie 


durch 97A6 | 


M07e 


leukamische 

Zellinie: 

erythro- 

blastisch/ 

megakaryo zy- 

tisch 


erythro- /mega- 
karyo zy t i s che 
Leukamie 




MEG- 01 


leukamische 

Zellinie: 

erythro- 

blastisch/ 

megakaryo zy- 

tisch 


erythro- /mega- 
karyozytische 
Leukamie , 
Ph+*(CML)** 


+ 


MOLM-1 


leukamische 
Zellinie : 
erythro - 
blastisch/ 
megakaryo zy- 
tisch 


e ry thro -/mega - 
karyozytische 
Leukamie, 
Ph+* (CML) ** 




K562 


leukamische 

Zellinie : 

erythro- 

blastisch/ 

megakaryozy- 

tisch 


erythro- /mega- 
karyozytische 
Leukamie , 
Ph+*(CML)~ 




HEL 


leukamische 

Zellinie: 

erythro- 

blastisch/ 

megakaryo zy- 

tisch 


erythro- /mega - 
karyozytische 
Leukamie , 
Ph+* (CML) ** 


- 


EM2 


leukamische 
Zellinie: 
myelo- 
blastisch 


myeloblastisch, 
Ph+*(CML)~ 


- 


KG-1 


leukamische 
Zellinie : 
myelo- 
blastisch 


myeloblast ische 
Leukamie 




KG- la 


leukamische 
Zellinie : 
myelo- 
blascisch 


unreife Sublinie 
von KG-1 
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5 


Zellinie 


Art der 
Zellinie 


Eigenschaf t 
der Zellinie 


Erkennung 
durch 97A6 | 


10 




Zellinie : 

myelo- 

blastisch 


myeloblast ische 
Leukamie 






r>TT >;7R 


1 pnV^mi crhp 

Zellinie: 
myelo - 
blastisch 


myeloblastische 
Leukamie 


- 


15 


TTQT T 

uyj / 


J. eUKcUU J. 5 C UC 

Zellinie: 
myelo - 
blastisch 


tiiy c uuiQu w a * * — 

Leukamie 


- 


20 


f\CT /7VMT — A 


Zellinie-. 
myelo - 
blastisch 


mvp 1 nh 1 aQf ische 

iiiy c xuu iuo v«- J- ^ vAiv 

Leukamie 


- 


25 


CML - TX 


xeuKaiuiscne 
Zellinie: 
T-lympho- 
blastisch 


j. xy UL^/iiu 

blastisch, 
Ph+* (CML) ~ 


- 


30 




•Leuicanu s cue 
Zellinie: 
T-lympho- 
blastisch 


blastische 
Leukamie 


- 


35 


CCKr -CEM 


leukamische 
Zellinie: 
T-lympho- 
blastisch 


1 - xympno 

blastische 

Leukamie 


- 


40 


WOIC-4 


x eujvcuni o i»i ic 
Zellinie: 
T-lympho- 
blastisch 


x iy ui^/iiw 

blastische 
Leukamie 


- 


45 


Jurkat 


leukamische 
Zellinie : 
T-lympho- 
blastisch 


T-lympho- 

blastische 

Leukamie 




SO 


Daudi 


leukamische 
Zellinie : 
B-lympho- 
blastisch 


EBV-transf or- 
mierte B-Zell- 
linie 
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Zellinie 


Arc der 
Zellinie 


Eigenschaft 
der Zellinie 


Erkennung 
durch 97A6 


Reh 


leukamische 
Zellinie: 
B-lympho- 
blastisch 


pre -B-lympho - 

blastische 

Leukamie 


- 


207 


leukamische 
Zellinie: 
B-lympho- 
blastisch 


pre-B-lympho- 

blastische 

Leukamie 


- 


380 


leukamische 
Zellinie : 
B-lympho- 
blastisch 


pre -B-lympho - 

blastische 

Leukamie 


- 


697 


leukamische 
Zellinie : 
B-lympho- 
blastisch 


pre-B-lympho- 

blastische 

Leukamie 


- 


Km3 


leukamische 
Zellinie: 
B-lympho- 
blastisch 


pre-B-lympho- 

blastische 

Leukamie 


- 


BV-173 


leukamische 
Zellinie : 
B-lympho- 
blastisch 


pro-B-lympho- 
blastisch, 
Ph+'(CML)'\ 
(CD10+) 1 


- 


Nairn- 1 


leukamische 
Zellinie • 
B-lympho- 
blastisch 


pre-B-lympho- 
uiascxscn, 
Ph+*(CML)", 
(CD10+) 




U266 


leukamische 
Zellinie: 
B-lympho- 
blastisch 


Myelomzellinie 





* 

Ph+ bedeutet Philadelphia Chromosom-positiv 

** 

CML bedeutet chronisch-myeloische Leukamie 



10 



EP 0 863 157 A1 



Tabelle 2 



Reaktion des ArttikOrpers 97A6 mit verschiedenen primaren Zellen 


Herkunft der Zellen 


Zelltyp 


Reaktion mit 97A6 


periphere Blutzellen von gesunden Donoren 


Lymphozyten 




periphere Blutzellen von gesunden Donoren 


Granulozyten 




periphere Blutzellen von gesunden Donoren 


Monozyten 




periphere Blutzellen von gesunden Donoren 


Erythrozyten 




periphere Blutzellen von gesunden Donoren 


Blutpiattchen 




Knochenmarkszellen von gesunden Donoren 


0,3 bis 0,6 % der CD41+, CD61 + mononu- 
W ear en Knochenmarkszellen 


+ 



Die Ergebnisse dieser intensiven Untersuchungen zeigen, daB der AntikOrper 97A6 hochspezrfisch rrdt nur vier 
Zellinien mit megakaryozytischen Eigenschaften reagiert, namlich den Linien UT-7, K0.812. MKPL1 und MEG-01. 
so Keine weiteren Zellinien, auch keine mit leukamischen Eigenschaften wurden von dem erf indungsgemaBen AntikOrper 
erkannt (Tabelle 1). 

Die Untersuchung der Primarzellen (Tabelle 2) ergab, daB keine peripheren Blutzellen von dem erfindungs- 
gemaBen AntikOrper detektiert wurden. Unter den Knochenmarkszellen zeigte sich nur bei einer kleinen Population von 
0,3 bis 0,6 %, die Thrombozyten- bzw. Megakaryozyten-spezifsche Marker CD41 und CD61 enthielten, eine positive 
25 Reaktion mit 97A6. 

Dies zeigt insgesarrrt, daB der AntikOrper ein Megakaryozytenspezifischer AntikOrper ist, der rdcht mit Thrombozy- 
ten kreuzreagiert. 



Beispiel 3: Analyse der Bindung verschiedener monoMonaler AntikOrper an megakaryozytische Zellinien 

30 

Insgesarrrt 14 verschiedene monoklonale AntikOrper wurden mit Hirfe der DurchfluBzytometrie auf ihre Reaktivrtat 
mit verschiedenen megakaryozytischen Zellinien hin analysiert. Einer der getesteten AntikOrper war der AntikOrper 
97 A6. in dieser Studie P50 genannt. Dieser AntikOrper wurde von dem Erf inder zur Verfugung g est el It. 

Die eingesetzten etablierten Zellinien repraserttieren nach derzeitigem Wissensstand verschiedene Differenzie- 
35 rungsstadien der Megakaryozytenentstehung von und'rfferenzierten Stammzellen (CD34*-Zellen, Zellinie KG1a) bis hin 
zu den Thrombozyten. Diese Untersuchungen sind der VerOffentlichung von Sonja van den Oudenrijn et al.: Reactivity 
of the blind monoclonal antibody panel of the platelet section with megakaryocyte cell lines and cultured CD34+ cells 
In: Leukocyte Typing VI, Kishimoto T. et al., eds. Garland Publishing, Inc. New York (1997), in press, entnommen. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle 3 aufgefOhrt. 

40 



Tabelle 3 



Reaktion verschiedener AntikOrper mit megakaryozytischen Zellinien 


eingesetzte AntikOrper 


getestete Zellinien 




KG1a 


K562 


HEL 


CHRF 


MKPL 


MEGO 


Thrombozyten 


CD41 (6C9) 


32 




16 


74 


90 


51 


99 


CD42b(MB45) 




13 




10 


11 




98 


CD63 (435) 


98 


94 


78 


36 


94 


79 


14 


P48(11B2.G4) 


100 


94 


93 


94 


96 


85 


95 


P49(14A2.H1) 


96 


80 


30 


25 


81 


53 


86 


P50(97A6) 










81 


66 




P51(Ad2/13H12) 


12 










22 


19 


P52(ALMA.7) 














91 
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Tabelle 3 (fortgesetzt) 



Reaktion verschiedener AntikOrper mit megakaryozytischen Zellinien 


eingesetzte AntikOrper 


getestete Zellinien 




KQ1a 


K562 


HEL 


CHRF 


MKPL 


MEGO 


Thrombozyten 


P53(HIP10) 


35 


42 


39 


76 


78 


56 


94 


P54(HIP11) 


27 




15 


68 


74 


50 


97 


P55(NaM12-6B6) 














94 


P56(NaM28-8C12) 






18 




87 


16 


94 


P57(NaM81-1D10) 














23 


P58(UM.8D2) 


98 


88 


96 


99 


87 


63 


62 



Die Reaktivitat der AntikOrper wird ars Prozentsatz an positiven Zellen angegeben, wobei ein Minuszeichen eine 
nicht signrfikante Bindung von weniger als 10 % reprasentiert. 

Diese Studie zeigt. daB der AntikOrper 97A6, in Tabelle 3 P50 genannt der einzige AntikOrper ist, der mit megaka- 
ryozytischen Zellinien, nicht jedoch mit Thrombozyten reagieri Er stelH damit ein einzigartiges Nachweismittel dar. mit 
Hilfe dessen Megakaryozyten von Blutplattchen unterschieden warden kOnnen. 

Beispiel 4: Untersuchung des von 97A6 erkannten Differenzierungsstadiums von in vitrc-expandierten megakaryozyti- 
schen Zellen 

Urn zu analysieren, welches bestimmte Drfferenzierungsstadium der Megakaryozytenerrtwicklung von dem morto- 
klonalen AntikOrper 97A6 erkannt wird, wurden CD34-positve Zellen a us Knochenmark mit Hilfe des MACS CD34 + -lso- 
lationskits entsprechend dem Herstellerprotokoll gereinigt (Milteny Biotech, Bergisch Gladbach). 

Die aus Knochenmark gereinigten CD34 + -Zellen wurden mit 930 ng/ml TPO, 10ng/rnlSCF, 10ng/ml IL-3, 10ng/ml 
IL-6 und 10 ng/ml IL-11 in Suspenstonskurtur inkubiert. Dieser Wachstumsfaktor/lnterleu kin-Mix erlaubt die in vitro-Drf- 
ferenzierung der pluripotenten CD34 + -Stammzellen in Megakaryozyten. 

Die Zellen wurden fur 0, 3, 7 und 12 Tage kurtiviert und jeweils mit dem AntikOrper 97A6 durchf lu Bzytometrisch 
analysiert Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Fig. 1 gezeigt Es stellte sich heraus, daB erst am Tag 7 nach Inkul- 
turnahme und Induktion der Megakaryozytendifferenzierung eine Bindung an den AntikOrper 97 A6 zu verzeichnen war. 
Nach 12 Tagen war die Bindung des AntikOrpers erniedrigt. Wie bereits in Beispiel 3 gezeigt, wird das 97A6-spezifische 
Antigen auf Thrombozyten, also der letzten Stufe der megakaryozytischen Differ enzierung, nicht exprimiert. Mit dem 
von dem AntikOrper 97A6 erkannten Antigen wurde somrt ein Markerprotein fOr ein Stadium der Megakaryozytenerrt- 
wicMung identifiziert, das zwischen dem Stadium der unreifen Stammzellen und dem der Thrombozyten liegt. 

Dieses definierte Stadium der MegakaryozytenentwicWung kann mrt Hilfe des AntikOrpers 97A6 nachgewiesen 
werden. 

Beispiel 5: Herstellung einer Sublinie von UT-7 mit hoher Expression des 97A6-Antigens 
Weder Struktur noch Funktjon des 97A6-speztfischen Antigens sind bisher bekannt 

Da bei der Herstellung der Hybridomzellinie, die den moncWonalen AntikOrper 97A6 herstellt ganze Zellen der Zel- 
linie UT-7 zur Immunisierung verwendet wurden, ist das entsprechende Antigen offenbar ein membranstandiges Zell- 
oberflachenprotein dieser Zellinie. 

Das Antigen wird auBerdem auf drei weiteren Zellinien exprimiert, darunter die Zellinie MKPL1 (siehe Beispiel 1). 
Durch Immunprazipitation von 1 25 Jod-markierten MKPL1-Zellen mit Hiffe des AntikOrpers 97 A6 konrtte gezeigt werden, 
daB das von dies em AntikOrper erkannte Antigen Auspragungsformen mit Mdekulargewichten von 215 und 140 kD 
sowohl unter reduzierenden als auch urrter nicht reduzierenden Bedingungen aufweist (van den Oudenrijn, S. et al.: 
Reactivity of the blind monoclonal antrbcdy panel of the platelet section with megakaryocyte cell lines and cultured 
CD34+ cells. In: Leukocyte Typing VI, Kishimoto T. et al., eds. Garland Publishing, Inc. New \ork (1997), in press). Uber 
diese grobe biochemische Charakterisierung hinausgehende Erkenrrtnisse zur Natur dieses Antigens sind nicht 
bekannt. Eine Ursache dafOr ist darin zu sehen. daB die Zellinie UT-7 sowie die Obrigen Zellinien, die von dem AntikOr- 
per 97A6 erkannt wurden, das entsprechende Antigen nicht stark genug exprimieren, um daraus das Protein bzw. das 
entsprechende Gen zu isolieren. Es wurde daher eine starker exprimierende Zellinie hergesteUt, aus der eine Expres- 
sionsbibliothek erst el H werden kann, um daraus dann das entsprechende Gen zu identifizieren. 
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Dazu wurden UT-7-Zellen mil dem Antikorper 97A6 und einem f luoreszenzmarkierten zweiten Antikorper inkubiert 
und danach 5 % der Zellen mit der hOchsten Antigendichte mit Hitte eines FACSVantage-Zellsortierers herausselektio- 
niert. 

Die Zellen wurden dann in Kultur vermehrt Nach Erhalt von 10 7 Zellen wurde die Prozedur wiederhoft. Die daraus 
hervorgegangene Zellinie wurde UT-7/97A6 genant. Die Ergebnisse der Analyse der Zellinien UT-7 und UT-7/97A6 im 
Durchf luBzytometer ist in den Rg. 2 und 3 gezeigt. Darin ist das AusmaB der Expression des 97A6-spezifischen Anti- 
gens sowie die Expression von sechs weiteren Arrtigenen in der Ausgangszellinie UT-7 (Rg. 2) sowie in der ausselek- 
tionierten Zellinie UT-7/97A6 (Rg. 3) gezeigt Die sich aus den Histogrammen dieser FACS-Analysen ergebenden 
Ruoreszenzintensitaten, die die Expressionsraten der Antigene widerspiegeln, sind in Tabelle 4 zusammengefaBt. 



Tabelle 4 



Expression verschiedener Antigene auf UT-7 und UT-7/97A6 


Analysiertes Antigen 


Art des Markers 


mitt) ere Ruoreszenzin- 
tensrtat auf UT-7 


mittlere Ruoreszenzin- 
tensitatauf UT-7/97A6 


97A6-spezrfisches Antigen 


megakaryozytischer Marker 


26,44 


67,14 


CD117 


Stammzellmarker 


128,9 


77.02 


CD109 


Stammzellmarker 


29.3 


9.36 


CD13 


myeloischer Marker 


144,61 


291,73 


CD33 


myeloischer Marker 


42,28 


103.35 


CD41 


megakaryozytischer Marker 


70,61 


100.54 


CD61 


megakaryozytischer Marker 


25,8 


33.9 



Diese Ergebnisse zeigen, daB die mit Hitte des Antikorpers 97A6 isolierte Sublinie der Zellinie UT-7 das 97A6- Anti- 
gens mit einer ungefahr dreimal so hohen Dichte wie die Ursprungszellinie exprimiert Die erzeugte Zellinie UT-7/97A6 
weist auBerdem Eigenschaften auf, die for eine in der Drfferenzierung fortgeschrittene megakaryozytische Zelle typisch 
sind. Die Stammzellmarker CD117 und CD109 sind in der Subzellinie wesentl'ich geringer exprimiert als in der 
Ursprungszellinie. wahrend die myeloischen Marker CD13 und CD33 sowie die megakaryozytischen Marker CD41 und 
CD61 starker auf der erzeugten Sublinie exprimiert sind. Daraus ergrbt sich, daB UT-7/97A6 eine rerfere Zellinie als die 
Ursprungszelllinie darstellt. 

Diese Zellinie dient nun als Ausgangsmaterial zur Herstellung einer Eryressionsbibliothek, aus der die codierenden 
Sequenzen des Antigens isoliert werden konnen. 

Die Nukleinsaure- bzw. Arrtinosauresequenz gibt dann AufschluB uber die Natur und moglicherweise auch die 
Funktkxi des 97 A6- Antigens. 

Pat entansp ruche 

1 . Monoklonaler, gegen Megakaryozyten gerichteter Antikorper, dadurch gekennzeichnet, daB er keine Thrombozy- 
ten erkennt. 

2. Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB er von Hybridomzellen produziert und 
freigesetzt wird, die am 12.02.1997 unterder Nr. DSM ACC2297 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganis- 
men und Zellkulturen GmbH, DSMZ, gemaB dem Budapester Vertrag hirrterlegt word en sind. 

3. Hybridomzellen, dadurch gekennzeichnet, daB sie die Fahigkert aufweisen, einen AntikOrper gemaB Anspruch 1 
Oder 2 zu erzeugen. 

4. Hybridomzellen nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB sie am 12.02.1997 unter der Nr. DSM ACC2297 
bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, DSMZ, gemaB dem Budapester Ver- 
trag hirrterlegt sind. 

5. Verwendung eines Antikorpers nach Anspruch 1 oder 2 zur Analyse der Hamatopoese. 
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6. Verwendung eines Antikorpers nach Anspruch 1 Oder 2 zur Analyse der zelluiaren Zusammensetzung von Patien- 
tenproben, insbesondere von Knochenmarksbiopsien und/oder Blutproben. 

7. Verwendung eines Antikorpers nach Anspruch 1 oder 2 zum Nachweis von Megakaryozyten, insbesondere vor 
einem hohen Hintergrund von Thrombozyten. 

8. Verwendung eines Antikorpers nach Anspruch 1 oder 2 zur Bestimmung des Differenzierungsstadiums von 
Megakaryozyten. 

9. Verwendung eines Antikorpers nach Anspruch 1 oder 2 zur diagnosfechen Einordnung von Tumoren, insbesond- 
ere von Leukamien. 

10. Pharmazeutisches Mittel zur Verwendung nach einem der Anspruch e 5 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB es 
einen Arttikorper gemaB Anspruch 1 oder 2 enthatt. 

11. Pharmazeutisches Mittel nach Anspruch 10. dadurch gekennzeichnet, daB der Arttikorper mit einem Marker, ins- 
besondere mil einem Fluoreszenzmarker, verbunden ist 

1 2. Verfahren zur Analyse der zelluiaren Zusammensetzung von Patierrtenproben. gekennzeichnet durch die Schritte 

a) Inkubatibn der Proben mit einem pharmazeutischen Mittel nach Anspruch 11 und 

b) Nachweis des Markers durch ELISA- oder FACS- Analyse. 
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Fig. 2 
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Obwohl die Anspriiche 5, 7, 8 und 9 (alle, so weit es sich um ein in vivo 
Verfahren handelt) sich auf ein Diagnostizierverfahren, das am 
menschlichen/tierischen Korper vorgenommen wird, beziehen (Artikel 52(4) 
EPii), wurde die Recherche durchgefiihrt und griindete sich auf die 
angefiihrten Wirkungen der Verbindung/Zusainnensetzung. 
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